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論 文 内 容 要 旨
序 論
ポリアミンは、分子中にアミノ基を2個 以上有する低分子の脂肪族アミン類の総称である。原
核生物か ら動植物まですべての生体内に存在し、細胞の成長や分化、発生に必須である。中でも
プ トレシンはスペルミジン、スペルミンの前駆体でもあり、それを合成するオルニチン脱炭酸酵
素(ODC)は.ポ リアミン生合成系の重要な鍵酵素である。一方、リジン脱炭酸酵素(LDC)に
より合成されるカダベリンは、前述の代表的な3種類のポリアミンとは異なり、(1)動物細胞には
ほとんど存在 しないこと、(2)原核生物においてず ら酸性条件下で誘導的に合成される事実から
pH調 節因子 としてしか認識されていなかった。ところが、ここ数年の間にカダベリン及びLDC
をめぐる新 しい発見が次々と報告され、その生理機能が注目され始めた。1981年に本研究室の神
尾は、ヒツジのルーメン内か ら単離されたグラム陰性の偏性嫌気性菌S㎜ 血aηだ㎝ が、一般
のグラム陰性菌がペプチ ドグリカンに保有し、外膜の安定化に重要なリポタンパク質を欠損して
いること、そして、これに替わるかのようにペプチ ドグリカンのD一グルタミン酸残基の α一カル
ポキシル基が共有結合したカダベリンで飽和されており(Fig4)、それが細胞分裂に'も必須の役割
を持つ ことを明 らかに した。高塚 らは、本菌のLDCを 精製 し、'それが基質特異性が高い一般のア
ミノ酸脱炭酸 酵素 と異な り、 リジンだけでな くオルニチ ンも同程度 に認識す る特性 を有す ること
を見 出 した(Fig.2、)。さらに、本酵素遣伝子 を取得 して構造解析を行い}(1)一次および高次構
造が真核生物のODCと 高い相同性を持つことを見出 し、(2)本酵素の基質特異性に寄与する5ア
ミノ酸残基 を同定 した。興 味深 いことに、本LDC活 性は、菌体生育の定常期初期 に急激に消失
し、 これがLDCタ ンパク質 の分解 による ことが明 らか にされた。細菌で はタンパク質の積極的
な分解 によ り酵素量を調節す る機構の研究例は、大腸菌やサルモネラ菌のRNAポ リメラーゼのσ
因子 σHお よび σsやヘム合成系の酵素の他、数種類 につ いて特異的なプロテアーゼ を介 した制御
機構が報告 されているのみであ り、S,mmfnan亡fαmLDCの分解制御に原核細胞 にお いて新規の
発見が期待 された。・
本博士論文では、本LDCの 分解にはATP依 存性プ ロテアーゼが関与す ること、LDCに 結合
す るタンパ ク質(P22)が分解促進因子 として作用す ることを見出した。さらにP22遺 伝子 のクロ
ー ン化 を行い、P22の諸性質を明らかにすることで、P22を介したLDC分解制御機構 を解明 した。1
第1章LDC分 解 促 進 因 子 の 探 索 お よ び 同 定
まずは じめにS.r㎜ ∬ηanロ㎜ の細胞質画分を用いた 加v:f怠oLDC分解活性測定系を確立し、
LDCの 分解 に関与す るプロテ アーゼの諸性質を検討 した結果 、分解にはATP依 存性 プロテアー
ゼが関与す ることが判明 した(Table1)。さらに、 プロテアーゼ活性を調べて いる際 にカダベ リ
ンを培地 に添加 して も菌体内LDCの 分解速度に変化 は見 られないが、プ トレシンを添加す ると、
見か けの半減期 が10分 以上短縮する事実 を見出 した(Fig.3A)。この現象は、ポ リアミン誘導
性 の調節因子であるアンチザイム(分 子量26.5k)を介 したODCの 発現制御機構 を持つ真核生
物でのみ確認されてお り、本酵素の発現制御機構が動物細胞のODCに おける機構 と類似 している
ことが示 唆された。アンチザイム はODCと 複合体 を形成することから、LDCを リガン ドとした
アフィニティーカラムを作製 しプ トレシン存在下で生育 させた本菌の細胞質画分を供した結果、25
-448一
kDaと22kDaのLDCに 特異的に結合するタンパク質を検出した(Fig.3B)。このうち22kDa
に検 出されたタ ンパク質(P22)は、プ トレシンの添加 によ り発現量が20倍 に誘導 された。P22
自身 にはU)C分 解活性がなかったが、加vf鎚o分解活性測定系に添加 するとU)Cの 分解 を大
きく促進 した ことか ら、本タ ンパ ク質がLDCの 分解 を促進す る制御 因子である ことが明 らか に
なった(Fig.3C)。P22のこのよ うな特徴は、動物細胞 におけるODC分 解促進因子 アンチザイ
ム と類似 していたが、N末 端30ア ミノ酸残基 の配列において両者に相同性は全 く認め られ ず、
本タンパ ク質が新規のタ ンパク質である ことが示唆 された。
第2章P22遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 一 次 構 造 解 析
決定 したN末 端アミノ酸配列を基 にP22遺伝子(ρ2幻 のクローニングを行った。P22のN末
端 ア ミノ酸配列 をもとにオ リゴヌク レオチ ドをプロー ブに して、S几m:血aη廿ロmの ゲ ノム ライ
ブラリーか らコロニーハイブリダイゼーションにより、P22遺伝子 の一部を含む967bpの 鳶 ∬
断 片を得 た。さらに、イ ンバースPCRに よりP22遺 伝子 の上流および下流を含む、EcoR【ま
た はHfndIII断片、6041bpと4050bpを得、最終的に9.5kbpの塩基配列 を決定 した(Fig.4A、
B)。P22の全長179ア ミノ酸残基 について相同性検索 を行 った結果、原核生物の リポ ソーム タ
ンパク質Lloと 約65%の 相同性があることが判明 した(Fig.4c)。P22遺伝子の周辺領域 はクラ
ス ター を組んで おり、 この クラスターの並び方(L11-L1」L10-L7/12)は原核 生物に広 く存 在す
る ことか ら、P22は ε ㎜ ㎞an亡fumでリポソームタンパク質 として機能していることが示唆 さ
れ た 。p22の 上流 に はtranscripdonantiterminationproteinであ るNusG、 下 流 に は
multidr㎎resistanceproteinであ るNorM、AidB調節 因子 であるAbrBお よび シャペ ロンタ
ンパク質HtpGと 相同性 を示すORFが 存在 していた。
第3章 ρ22遺伝 子 産 物 の 解 析
P22の諸性質 を明 らかにするためにp22遺 伝子産物の解析を行った。精製 したP22のLDC分
解促進活性を調ぺた結果、LDC分 解はP22存 在下で促進され、抗P22抗 体の添加 によ りLDCの
分解は完全 に阻害された(Fig.5A)。よって、P22はLDc分 解促進因子である ことが明 らか とな
った。 また非常に興味深 い ことに、反応系に真核生物 のODC調 節因子であるAZを 添加 した結
果、LDCの分解は促進 された ことか ら、AZはP22と同様にLDC分 解促進活性を有 してお り、P22
とAZの 作用機構は類似 していることが示唆された。
そ こでODC分 解系におけるLDCの 分解 を解析 した。その結果、LDCの 分解 にはAZま たは
P22のどち らかが必要だった ことか ら、ODC分 解系において5,r㎝ 加aη亡f㎜LDCはAZま た
はP22依 存的にプロテアソームによ って分解 される ことが明 らか となった(Fig・5B)・次 にLDC
分解系およびODC分 解系 にお けるP22のODC分 解への関与を調べた結果、P22はLDC分解 系、
oDc分 解 系のどちらにお いてもoDcの 分解を促進 した(Fig.5C)。さらに、AzはLDc分 解系
においてODCの 分解も促進す ることが明 らかとなった。
P22およびAZとLDC間 の相互作用 を解析 した結果、P22およびAZとLDC間 の解離定数は
それぞれ8.5x10.11Mおよび10.8耳10『11Mであった(Table2)。塩基性部位 を変異 させたLDC
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はP22お よびAZと の結合がみられなか った。よって、LDCと22-kDaタ ンパク質の結合にも
塩基性部位が重要であることが明らかとなった。さ らに、P22およびAZはLDC活 性 を阻害す る
ことか ら(Fig,5D)、P22およびAZはLDC単 量体 と非常に強 く結合 し、LDC活性 を阻害 してい
ることが示唆され斥。以上の結果か ら示されたP22の 特徴は真核生物 におけるAZの 特徴 と一致
してお り、P22とAZは機能的に同一であることを明らかにした。
第4章S。rロm肋aη亡1umの生 育 に伴 うP22の 発 現 調節
これまでの結果からP22は定常期初期に誘導されLDC.分解を促進することが示唆された。これ
を確認するためにP22の抗体を作製し、菌体内での22-kDaタンパク質量の継時的iな変化を測定
した。P22はリボソームとして機能していると考えられたため、リボソーム画分を除くために超
遠心を行い、その上清を解析に用いた。P22は定常期初期から検出され約30分 後に最大値を示し
た後、急激に減少し1時間後には検出できなかった(F均.6)。P22量の急激な減少はLDC量 の
減少と一致 していた。これ らの結果から、P22はプトレシンまたは他のポ リアミンにより定常期
初期に誘導され、LDCとともに分解さ紅ていることが示唆された。動物細胞ではポリアミンによ
りAZmRNAの フレームシフ トが促進されAZが 誘導 される。しかし、P22遺伝子にはフ レーム
シフ ト部位 は存在 しない ことか ら、おそ らくP22は プ トレシンまたは他のポ リアミンによ り未知
の機構で誘導されていることが示唆された。
第5章 総合 論議
カダベリンはSrum1'㎜雌umの細胞壁ペプチ ドグリカンに共有結合し、生育に必須の構成成
分である。本菌のカダベリン合成の鍵酵素であるLDCは リジンだけでなくオルニチンも基質とし
て認識すること、一次及び高次構造が真核生物のODCと 高い相向性を持つことが当研究室の研究
により明らかになった。本博士論文では、細菌における酵素タンパク質自身の分解による新規な
活性発現制御系であるLDCの 分解系に関与するタンパク質"P22"を発見し、解析を行った。真
核生物ではポリアミン誘導性調節因子アンチザイムがODCに 結合し、ODC分子内に内包されて
いた分解シグナルが露出し、26Sプロテアソームにより分解されるが、本菌のLDCはODC分 解
系でAZ依 存的に分解されるにも関わらずそれが存在しない。さらに、P22はリボソームタンパク
質であると考えられ、現在までにリポソームタンパク質が分解制御因子として機能する報告はな
いことから、本酵素の分解制御機構をさらに解明することで選択的タンパク質分解機構およびプ
ロテア:一ゼの分子識別に新知見が得られると期待される6
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要 約
1、LDCと 相互作用する25kDaお よび22kDaの タンパク質を検 出 し、このうち22kDaの
タンパ ク質(P22)はプ トレシンにより約20倍 に誘導され ることを見出した。
2、P22の遺伝子および周辺領域を含む8.5kbをクローン化 し塩基配列を決定した。遺伝子か ら
推定されたP22の 全長179アミノ酸残基 にっいて相同検索を行った結果、原核生物の50S
ribosomalproteinL10と約65%の 相同性があることを明らかにした。
3、P22はLDCを分解 しないがLDC分解系におけるATP依存的なLDCの分解に必須の
分解促進因子である ことを見出 した。
4、P22は真核生物 のODC調 節因子AZと 機能的に同一であることを明 らかにした
5、P22はプトレシンまたは他のポリアミンによ り定常期初期に誘導 され、LDCとともに分解
されていることが示唆 された。
以上の結果から、本菌におけるP22を介したLDC分解機構は、定常期初期にペプチドグリカン
がポリアミンで飽和すると菌体内に遊離のポ リアミンが蓄積し、過剰量の遊離ポリアミンの蓄積
によりP22が誘導され、P22がLDC単量体と結合しLDC分解を促進すると考えられた。本博士論
文で明らかにされたLDCの アンチザイム様タンパク質分解促進因子を介した新規のタンパク質分
解機構は、生物における選択的タンパク質分解制御機構のモデル系となり得るものである。今後、
選択的なタンパク質分解 の再構成系でのモデルとして、LDC、分解促進因子およびプロテアーゼ
からなる再構成LDC分解系を確立し、三者の相互作用を解明することができれば細菌はもとより、
複雑困難な真核生物でのポ リアミンの生化学的研究、さらには選択的なタンパク質分解制御機構
の研究にも応用が期待される。
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71[互薗TAT(二ATC'「AACGA⊂GAT'1匠面 ⊂C「GC(:GAGGCCGGAGCAGATGAAC「「TGAAAATTC丁A(=140
-35-10
141
211
281
351
421
CT⊂CGGCGGACG⊂AGC(=GGAGG「rr「「rTA(二AGGCTTTAATAAT(二(1ATAA⊂AGG⊂AGGAGGTGTAAT「「GG
S.D.
AAATGGCAAATA↑GA(二GAAGAAACAGGCTATCGTTGCTGAAC丁GAAAGAT(二AGCTGACGAATGC(:AAAGG
MANMTKKQAIVAELKDQLTNAKG
TGT丁GTGCT⊂ACGAGCTACCGTGG丁(コ'GA(:GGT丁GCTCAGGA↑ACGCAGC「CCGTCGTGAA⊂TT(=G(=G⊂C
VVLTSYRGLTVAQDTQLRRELRA
GσGGTGTAACGTACCATGTTG丁TAAAAACACGATGC「CCG(:C「GGCAG(GAAAGAAG(二AGGTATCGAAG
AGVTYHVVKNTMLRLAAKEAGIEG
G⊂TTCGATGCTCAT(コ'⊂GAGGGCACCACGGC「「「CG TTC「C⊂ACGGAGGATGC'「AT丁GC丁(=CGGCへAA
FDAHLEGTTAFAFSTEDAIAPAK
491GGTTAT⊂TG(二AGCTτ(二A丁(二AAGAAGAACAAG(=「TGATGAAAA(:GAAGTGCTGA⊂TG丁τAAGGT⊂GGTA⊂G
VICSFIKKNKLDENEVLTVKVGT
561GTAGAGGGCAAGGTCA丁τGACGC丁AA⊂GAAGT⊂AAGGCT⊂TGGCTGAAC了GCCGTCTCGCGAAGAACrCへ
VEGKV工DANEVKALAELPSREEL工
631TCGCCAAGAτGCTGGG(:AG⊂ATGAATG⊂TCCTATCAGCAATACGGTCAACGTAσG(二AGGGTG丁TATTCG
AKMLGSMNAPISNTVNVLQGVIR
7②1CAATGCTG丁rTA丁GTGCTTGACGC『GTTCGCG(=TCAGAAGGAAT⊂⊂GCAT A〒C「 (:GAGTTCTATATAA
NAVYVLDAVRAqKE'SAホ
219
280
350
420
490
560
630
700
770
771TTGATTTAGAAT丁AA(:AAGAAAGAr「TTTTGGAGGTATATTCAA813
F-G.4A.Representationofthegeneorganizationfntheregiono4thep22gene6nS.rum/nan41um.Open
arrowsshowthep22geneandeightflankingpredictedORFsanddirectionsoftheirtranscription.A1.0-kb
Pstl-Ps71fragmentusedincolonyhybridizationareshownasboldlinesabovethegene.EcoRl,HindlllandPsi
restrictionsitesarealsoshown.ArrowsindicatesdirectionsoftheprimersforinversePCR.The8.5kbp
sequencesthathavebeensubmittedtoDDBJ(accessionno.AB100500).
InρanelB,nucleotidesequenceoftheP22geneofS.囮m加aη加mandthe醐ankingregbn.Thestrandshown
isfromthe5'to3'direction.Thededucedaminoacidsequenceisindicatedbythesinglelettercodeunderthe
nucleotidesequence.Forp22,theaminoacidsequence,putativeribosomalbindingsite,predictedpromoter
regionandtranslationalterminationcolonareindicatedbysingleunderlining,doubleunderlining,boxesand
singleasterisk,respectively.
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ρe戸例geη5L19
aureusL10
肋Zodσ戸σ"5L10
1'… 一鵬M照 賠 工VAELKDQL'陥KGW口S派GLWAQσ「qLR旺L㎜G…W剛
1MDNNKNRQLKEAKVAETKEKLEKAQSVVLASYQGLNEQDTNLRKSLREAGVEYKVYKN
1一 一一MSA工EAKKQLVDEilAEVLSNSVSTV工VDYRGL丁VAEV丁DLRSqLREAGVEYKVYIくN
1一 一一一MSVLEQKKQIVTEIA7KLKESQSTVWDYRGLtdVAEVTELRKQLREAGCEFKVYKN
麟 寧 零 蔀 雰 噂1寧零 ホ 象 寧ホ 串巾 寧ゆ 傘 零3墜......
?
?
?
?
5.r枷7f/7σηtオ㎝P22
`・ ρe戸脅fρeηsL1②
∫.σ 即eu5Lユ ⑦
8.ん σZoぬrση5L10
57TMLRLAAKEAGIEGFDAHLEGTTAFAF3丁εDAIAPAKV工CSF工KKNKLDENEiVLτVKVGT
61TLVTLAAKELGFDGIVEYLEGPVSIAFGYEDATAPARILNDFAK一一一一一ENKKLELKAAI
58丁 麟VRRAAEKAGIEGLDEFLTGP丁AIATSSEDAVAAAKV工SGFAK一一一一一DHE LE工KSGV
57丁岡TRRAAEiVAELTELNDVLVGPτAIAFHNEDA工APAK工INSFAK一一一一一EHEALEIKAGV
傘 奉孝 琳*寧 串寧串 零 零 零 拳 串 章......
116
115
112
111
5.ノ・切πfρση亡fぬ而P22
(㌧ ρef曹ヂン贈fgeη5L1②
S.aureusL10
8.力 σZodレmη5LIO
117VEGKVIDANEVKALAELPSREELIAKMLGSMNAPISNNNVLQGVIRNAVYVLDAVRAQK
116VEGTVYNKEQrrEqLAA工PSREVLLAKLLGS工KSPLSNFAYLLS一一一一ロー 一一一一一A工ADKK
113MEGNVITAEEVKTVGSLPSHDGLVSMLLSVLQAPVRNFAYAVK一一一一一一一一一一一AIGEQK
1121EGNVASVEEVKALAELPSREGLLSMLLSVLQAPVRNFALATK一一一一一一一一一一一AVADQK
ホ 耀監 廓.零 喰*諏8象 串 準
■ ● ● ● ●o脚 ●,・.o● ●
176
164
161
160
5.戸u"重ηoηtiu胡P22177匠i-SA179
C.perfrigensL10165EESAE169
5:aureusL10162EESAE166
8.haloduransL10161EEQGA165串,・.
F'IG.4C.llminoacidsequenceal6gnmento1S.ruminanflum122withtheribosomalproteanL100fgram
positivebacterium.S.ruminantiumP22exhibits60%similaritytotheribosomalproteinL100fgrampositive
bacteria,includingO.ρθ吻 θf7s,S.aα博u3,and8.カaわdひ個 ηε.Onthe◎onsensus.鮪nebelowthea騒gned
sequences,identicalaminoacidsareindicatedbyasterisksandconservedresiduesareindicatedbydots,
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臼G.5A.Pegrad磁lonof5.囮m伽8π 畝fmLOC
Incell-freesystem.Thereactionmixturewas
incuba8edwithP22(500nM)(opencircles),AZ
preparation(500nM)(closedcircles)andanti-
P22antiserum(10NI)(closedcircles),
respectively.
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同G.5B.Oegrad叡lonofS暫月ぼm'π8π∬ωπ7LDCIn
陀 鯖culooytely8曲8y就em.'『hebasalrθa〔詑ion
mixturecontained40mMTris-HCI,pH7.5,5mM
MgC12,2mMDTT,0.5mMATP,10mM
phosphocreatine,5pgofcreativekinase(WakoPure
ChemicalIndustry,Osaka),0.1mMcycbhexi耐de,
50nM【35S】・LDCand25μlrabbitreticul㏄野elysate
inatotalvolumeof100NI.Reactionwasdoneat
3TCwithAZ(500nM)(opencircles),P22(500
nM)(closedcircles)orwithoutboth(opentriangles).
Thereac4ionmixfureswasanalyzedbySDS-PAGE
andvisua髄zedbyautoradiography.Theradioactiv醇
intheindividualLDCbandsweredeterminedbythe
FUJIBAS2000andtheresultsarepresentedasthe
percentageofthestartingamount.
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FIG.5C.DegradationofthepurifiedODC
preparationsInS.ruminantPumcell-freesystem
andhrabb縫rdヒic凹Iocyte響y8ate.【35S】IabeledODC
(40nM)wasincubatedintheS.'um加aη加mcelレfree
system(opensymbols)orinrabbitreticulocytelysate
(closedsymbols)withAZ(circles),P22(triangles)or
withoutboth(squares)respectively.Thelabeled
proteinsremainingattheindicatedperiodof
incubationwereexpressedasapercentageofthe
startingamount.
Tab露e2.Kine餌ocon就ant80f愉einterac鱈ono仙DC(w龍d匂炬e)orLDCmロta眺t
(K106A/K123A/K126A)w書㎞P220rAZ
P22AZ
LDCWildtypeK103A/K123A/K126AWildtypeK103A/K123A/K126A
KA(1/M)1.18x10" N.D. 2.04x10斜 N.D.
Kp(M) 8.55x10'" N.D. 10.8x10'" N.D.
N.D.:Natdetected
Surfaceplasmonresonancewaspertormedat25ｰCusingaBIACOREXinstrument(BiacoreAB,
Uppsala,Sweden).100RUeachofpurifiedLDCandbovineserumalbumin(Sigma)wereimmobilized
ondifferentflowcellsofaCNISsensorchipusingamine-couplingchemistry.PurifiedP220rAZata
concentrationrangeofOto100NMwasinjectedataconstantflowrateof25E.rl/min.
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FIG.5D.InhibitionofLDCandODCbyP22andAZ
TodetermineLDCandmouseODCactivityinhibitionby
P22andAZ,LDCandODCwerepreincubatedonicefor
10minwithindicatedamountsoftheAZorP22inthe
reactionmixture,respectively.Aftertheincubation,the5
mMレor耐hineor5mMレlyslnewasaddedandenzyme
activityweredeterminedbytheamountofcadaverineor
putrescineformedfromlysineoromithinebyHPLC
usingaTSK-geiPolyaminepakcolumn.ODCreaction
mixturecontainedO.1MTris-HCI(pH7.5),0.1mMPLP
andpurifiedmouseODCandLDCreactionmixture
containedO.1Mpotassiumphosphatebuffer(pH6.5),
50NMPLPandpurifiedLDC,respectively.
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FIG.6.Fluc電u猷bnln量heamountofbothprotelnLDCandP22durlnggrow㎞ofS川m伽8π伽m・
s.川m'ηaη加mcellsweregrownin1蹴erofTYGmediumat37℃underanaerobicconditions,andcellgrowtl
(closedcircles),theamountofLDCprotein(opencircles)andP22(triangles)weremeasured.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
ヒツ ジのルー メン内か ら単離 され た グラム陰性 の偏性嫌気性細菌38z8ηo脚ηo∫rμ履瓶漉 屍陶のペ プチ
ドグ リカ ンには,ジ ア ミンの一種 であるカダベ リンが共有結合 してお り,外 膜の安定化 な らびに細胞
分裂 に重要 な役割 を演 じてい る。カダベ リンを合成す る リジン脱 炭酸酵素(LDC)は,一 般 に酸性条
件 や リジ ンによる誘導酵素 と して知 られて いたが,本 菌 のLDCは 構成 的な酵素 であ り,分 子 量な ど
の物理化学 的性 質 も既知 のLDCと は異な ってい る。 さらに,本 酵 素は リジ ンだ けでな くオル ニチ ン
も基質 と して認識 し,プ トレシ ンを生成す る機能 も有 してお り,現 在報 告 されてい るア ミノ酸脱炭酸
酵 素の中では2つ のア ミノ酸に 同程度 に作用す る唯一 の酵素で ある。 これ らの特徴か ら,本LDSは 他
の細 菌の もの とは進化 的な起源 が異な る新規 の酵素で あるこ とが期待 されてい た。
本研 究において,本研 究者は以下 の事項 を明 らか に した。(1)fηv伽oLDC分解活 性測定系 を構築 し,
LDCの分解 に はArp依存性 のセ リンプ ロテアーゼ が関与す る ことを明 らかに した。(2)LDCと相互
作 用す る25kDaおよび22kDaのタンパ ク質 を検 出 し,22kDaのタンパ ク質(P22)はプ トレシ ンに よ
り約20倍 誘導 され る こ とを見出 した。(3)P22はLDcを分解 しないがLDc分 解 系 にお け るArP依
存 的なLDC分 解 に必須 の分解 促進因子で あるこ とを見出 した。(4)P22の遺伝子 お よび周辺領 域 を含
む8.5kbをク ロー ン化 し塩基 配列 を決 定 した。遺伝 子か ら推定 され たP22の全長179ア ミノ酸残基 に
つ いて相 同検 索 を行 った結果,原 核 生物 の50SribosomalproteinL10と約65%の 相 同性 が あるこ とを
明 らか に した。 さらに,P22遺伝子 の周辺領域 は リボ ソー ムタ ンパ ク質 とクラス ター を組ん でお り,
この クラス ターの並び方 は原核生物 に広 く存在 す るこ とか ら,P22は&膨履ηαη伽配 で リボ ソーム タン
パ ク質 と して機能 してい ることが示唆 され た。(5)P22の諸性 質 を解 析 した結果,LDC分 解はP22存
在 下で促 進 され,抗P22抗 体 の添加 に よ り完全 に阻害 され た こ と,反 応 系に真核生物 のODC調 節 因
子 ア ンチザイ ム(AZ)を 添加 す る とLDCの 分解 は促 進 され た こ と,ODC分 解系 におけ るLDCの 分
解 にはAZま たはP22の どち らか が必 要だ った こ と,P22はLDC分解系,ODC分 解 系の どち らにお
い て もODCの 分解 を促進 し,AZはLDC分 解 系 にお いてODCの 分 解 も促 進す るこ と,LDCとP22
の結合 には塩 基 性部位が重要 であ ること,さ らに,P22およびAZはLDC活 惟 を阻害す るこ とか ら,
P22の特徴 は真核 生物 にお けるAZの 特徴 と一致 してお り,P22とAZは機能的 に同一で あるこ とを明
らかに した。(6)菌体 の生育に伴 うP22の発 現調節 につ いて,タ ンパ ク質量 の変 動 をWbstemblotting
に よ り解析 し,P22はプ トレシ ンまたは他 のポ リア ミンに よ り定常期 初期に誘導 され,LDCと ともに
分解 され てい るこ とが示唆 され た。
以 上の よ うに本研 究は,3.rμ履ηoη加 配LDCに 作用 す る分解 促進 因子P22の遺伝 子 の構 造及び 諸性
質 を解 明 し,本LDCの 発現調節 機構 の一端 を明 らかに した もので あ り,審 査員一 同は,本 研究者 に
博士(農 学)の 学位 を授与す るのに値す るもの と認定 した。
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